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濾紙電気泳動法による蛋白の研究
　　　濾紙上のFicin Spots の活性化について
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　筆者｀゛は，さきに，いちぢく汁液から, alcohol-ether処理によって得た，粗Ficinの濾紙電
気泳動･及び.泳勣濾紙上の，蛋白分解酵素spotsを，写真フイルム上に，検出する方法によっ
て，該Ficinが少くとも，三つの蛋白fractionを含む事，而して，その中の二つのfractionが，
蛋白分解能を有する事を，認めたのであるが，その後(2)，Ｐａｐａｉｎについて，Ｋｉｍｍｅｌ(3)の，結晶
Papainについての研究を参考して，濾紙上のspotを, cystein及び，キレート試薬-EDTA-
を用いて･その位置で，顕著に活性化する事を得た. Ficin　はPapainに，類似した，蛋白分解
酵素であり･その活性中心は，矢張り, thiol group を含むと考えられる．従って, Papainの場
合と，同様, cysteine等の還元剤による賦活，更に之に加へて，キレート試薬を用いた，金属イオ
ンの除去による賦活の可能性が，充分期待出|来る．従って，本実験では，前報(2)Ｐａｐａｉｎに対して
行ったのと，略同様な方法をFicinに対して，試みた．ここに用いたFicinは，いちぢく汁液
をalcohol-etherで処理して得た粗Ficinである．
　　　　　　　　　　　　　　　　実　験　並　び　に　考　察
　Ｉ．　濾紙片に，0.5％Ficin 0.005 ml 添着したもの，及び，之を，40°Ｃで減圧下に，乾燥し
たもの，二例について，0.001MのＥＤＴＡを含む所の，１％或は２％或は３％のcysteine溶液
　(拘禄酸緩衝液でｐＨ５に調製)を, 0.0‘12ml/cm^ の割で，濾紙片の全面に，万遍なく噴霧し，
Papainの場合と同様な方法を用いて，１時間及び２時間，40°Ｃに加温したもの，及び加温しな
いものの夫々を写真フィルムに，一時間作用せしめた結果. Fig. 1.に示した図形を得た.
　Papainにおいても見られた事であるか，濾紙に添着した, spotを低温で，乾かすと云う操作に
よって，著しく，夫活する．而して，之の失活は, cysteine処理により，著しく復活されるが゛1
本実験で行った範囲では，完全な賦活は，認め得ない．或は，酸化以外の原因かおるのかも知れな
い．
　又. Papainの場合とは異り, Ficinでは，予め40°Ｃで一時間加温した場合，明かに，賦活効
果が増大した．但し，それ以上の加温は，かえって，負の結果を示した．又噴霧するcysteine濃
度は１％と２％では大きな差は見られない．３％以上になると，うイルムのゼラチンが，全面的に
溶脱する危険かおる.
　n. Ficinの酵素作用に対する，最適ｐＨとしては，Ｒｏｂｉｎs(')がFicus ｇ】abrataからAceton
注1 . cysteineによる賦活を行わない場合は，全然，フイルム面に再現しないj
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Fig. 1. A, B, Cは2 96cyste＼ne溶液(0. OOIM EDTAを含む）を，又D, E, Fは1
　96 cysteine溶液（0.００１ＭEDTA を含む）を噴霧し，Ａ及びＤはＯ時間，Ｂ及びＥは１
　時間，Ｃ及びＦは２時間，40°Ｃで賦活した後にフィルムに30°Ｃで１時間作用せしめたも
　の．Ａ～Ｆを通じて，すべて，上は，濾紙に酵素液を添蓋後，直ちに賦活したもの，又下は
　減圧下で乾燥後，賦活したものによる膜而溶脱図型である．
処理して得たものについて, Gelatinを，基質として，測定した結果，至適pHは５附近であり，
４～８の比較的広いｐＨ価において活性である事を示して居る．
　本実験では, Papainに於けると同様, 0.05M杓縁酸緩衝液で，所定のpHに，調製した，1.2％
のOvoalbuminを基質とし,この, 2 mlに, 0.5?o Ficin　溶液（O･105 M cysteine 及び0.001M･
ＥＤＴＡを含む) 0.4 ml添加，40°Ｃで19時間作用せしめた後，三塩化錯酸で処理して, 275 mμの
吸光度を測定し. Fig. 2に示す結果を得た．
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　即ち，本Ficin標品は４附近に，至適pHを有し，又６附近にも，僅かなpeakが認められる．
なお，このFicin標品のＯｖｏａ】bum inに対する，分解力叫，同一条件で行った, Papainの例に比
べると，甚しく少さい．即ち同一条件で，同程度の分解に要る時間は，20倍近い事が判る．然し，
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Fig. 2.　Ovoalbuminに対する粗FicinのｐＨ,活性炭曲線
ゼラチン膜の溶脱能には，余り大きな差異が認められない．結局, FicinはPapainに類似した酵
素であるが, Papain程，広い基質特異性を持たない為であらう．
　ｍ．上記の結果に基ずき，本Ficinを，濾紙電気泳指せしめ，その泳指濾紙上の，蛋白fraction
を, cysteine及びＥＤＴＡを用いて，既述の方法で，賦活し，続いて，写真フイルムに作用せしめ
て，蛋白分解能の分布を見た．
　泳動ﾌﾟy法は，前報（2）Ｐａｐａｉｎの場合と同様，６枚の濾紙を重ねて，ガラス板に，はさみ, 69g/cm^
の圧力をかけて同時に泳指を行い，一枚を染色しに他は，写真フィルム法によるProtease spots
　の検出に用いた．結果はFig. 3に示した通りである．即ち，泳指により，明瞭に，三つのfrac-
itonに分離した．之の中二つのfraction (Fig. 3. Frc.―2, Frc―3)は，フイルム法により，
明瞭な，蛋白分解能を示したが，最高易指度fraction (Fig. 3 Fｒｃ.－1）は，本実験法では，酵
素活力が，認められかった．然し, Frc.-lは，染色図型で判る通り，非常に微量である，従って
直ちに，非活性蛋白fractionと断定する事は出来ない．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　要　　　　　約
　1.いちぢく乳液より得た，粗Ficinを濾紙上で，賦活する条件を検討し，0.００１Ｍ ＥＤＴＡを
含む1～2％　cysteine溶液を噴霧し，40°Ｃに１時間加温する事により，最も賦活される事を認
86
めた.
　2.
　3.
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Fig.･３　祖Ficin標品５％溶液0.005 ml を7 Volt/cmで６時間泳勁せしめた．
　ＡはB. P. B.で染色，Ｂは賦活後，写真フィルムに20分作用せしめた．×印は
　原点の位以を示す．
このFicin標品の最適ｐＨは４附近である．
賠紙電気泳勣により認められる, 3 fractionの中j2つのみに明瞭な蛋白分解能を認め得た
に止まった．
〜??????
文 献
大和田　寛；高知大学学術研究報告8, 1959 N0. 24
大和田　寛，山本ｍ巳；高知大学学術研究報告9，べ1960)
Kimmel, I. R. and Smith, E. L.･; .1. B. C, 207, 515 C1954)
Robins, B. H. ; proc, Soc, Exptl, Biol. Med. , 32, 894 C1934～35)
(昭和35年９月30日受理｀l
